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論 文 内 容 要 旨
トロンボキサンA2(TXA2)は アラキ ドン酸(AA)を 基質 としてアラキ ドン酸カスケー ドにより産生
されるプロスタノイ ドである。TXA2は 主に血小板やマクロファージで産生され,血 小板凝集や血管収縮
といった作用を有している。 これに対 し,主 に血管内皮細胞で産生されるプロスタサイク リン(PGI2)は
TXA2と 相反する作用,す なわち血小板凝集抑制や血管拡張といった作用を有する。TXA2とPGLの バラ
ンス(TX/PGI)は 血管系の恒常性を維持するうえで重要である。TXA2産 生の元進あるいはPGI2産 生
の減少によってTX/PGI比 が増加すると血栓が生じやすい状態になる。本研究室では,こ れまで糖尿病
患者と健常人について尿中TX/PGIを 比較検討し,糖 尿病患者の尿中TX/PGI比 は健常人のそれより
も有意に高い値を示すこと,特 にTXA2産 生元進の寄与が大きいことを報告 した。TXA2産 生克進は高血
圧,心 疾患あるいは糸球体腎炎といった様々な血管障害を発症する一因となる。糖尿病では病状の進行に
伴い動脈硬化症や網膜症などを合併症として併発することが多 く,TXA2産 生充進はこれ らの疾患の発症
に密接に関与するものと考え られる。したがって,TXA2産 生を抑制するあるいはTXA2に 対する感受性
を低下させる薬物は糖尿病における合併症を予防するうえで重要である。
エイコサペンタエン酸(EPA)や ドコサヘキサエン酸(DHA)な どのn-3系 脂肪酸は抗血栓,抗 動脈硬
化作用などを有する医薬品あるいは機能性食品として注目されている。EPAはTXA3やPGI3な どの3型
プロスタノイ ドの前駆体 となる。TXA3はTXA2と 異な り血小板凝集作用φるいは結果収縮作用が弱いと
されてお り,EPAの 抗血栓作用はこれに起因すると考えられるが,DHA、 の作用については不明な点が多
い。TXA2とTXA3は 構造が類似 しているうえに産生量が微量であ り,EPAやDHAのTX産 生に対す
る効果を検討するためにはこれ らを分別して定量する必要がある。
そこで,本 研究においては,ま ず トロンボキサン産生能を有するHEL細 胞 を用いて,そ の培養液中か
ら2型 及び3型 トロンボキサ ンの代謝体であるTXB2及 びTXB3の 同時定量法を確立した。また,脂 肪酸
(AA,EPA及 びDHA)の 長期添加に伴う トロンボキサン産生能の変化を明らかにした。次に,ト ロン
ボキサン産生能を有するヒ ト赤白血病細胞(humanerythroleukemiacell,HELcell)を 用いてAA,EPA
及びDHAの 長期摂取による影響を伽 碗γoで検討 し,そ れらの脂肪酸がTXA2及 びTXA3産 生に及ぼす
効果を明 らかにした。さらに,糖 尿病治療薬として用いられているチアゾ リジン誘導体の作用機作解明の
一環として,ト ロンボキサン産生に及ぼす効果について検討した。
1.GC/SIM法 を用 いたTXB、TXB,の 定量法の確 立 とその応 用
TXB2及 びTXB3の 安定 代 謝 体 で あ るTXB2及 びTXB3を 産 生量 の指 標 と した,ガ ス ク ロマ トグ ラ
フィー/選 択イ オ ン検 出(gaschromatography/selectedionmonitoring,GC/SIM)法 による微量 定
量法 を確立 し,ト ロンボキサ ン産生 量の定量的解析 を可能 とした。3型 プロス タノイ ドの定量的な解 析例
は少な く,本 定量法はEPAやDHAの 生理作用 を解析す るうえで有用な手段 にな る と考 え られ る。 また,
EPAやDHAを 添加 した培地 で長期 継代培養 したHEL細 胞 では細胞中の脂肪酸組成 が変化 してお1り,特
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に著しいAA含 量の低下を明らかにした。 このことから,EPAやDHAの 添加によりAAの 取 り込み阻
害が起こると考え られた。またDHAを 添加 した培地で長期継代したHEL細 胞では細胞中のEPA含 量増
加 とともに,TXA3産 生量の増加を明 らかにした。これは,DHAか らEPAへ の逆変換に由来するものと
考えられた。以上の結果から,EPAやDHAの 抗血栓作用はTXA2産 生の減少及びTXA3産 生の増加を
介 していると推察された。
2.糖 尿病治療薬 トログ リタゾンによる トロンボキサ ン
近年,糖 尿病や 高脂血症 な どにみ られ る脂質代 謝異常 との関連で注 目されて いるのが,ベ ルオキ シゾー
ム 増殖薬 活性化 受容体(peroxisomeproliferator-ac七ivatedreceptor,PPAR)で ある。PPARの サ ブ タ
イ プであ るPPARγ の選択的 リガ ン ドとしては トログ リタゾ ンや ピオグ リタゾ ンな どのチアゾ リジ ン誘
導体が知 られてお り,ト ログ リタゾ ンはイ ンス リン抵抗性 を改善する とともに,血 中の トリグ リセ ライ ド
値や コレステ ロール値 を低下す る作用 を有す る糖尿病治療薬 として用 い られている.ま た,ト ログ リタゾ
ンは α一トコ フェロール の主骨格 である クロマ ン骨格 とチアゾ リジンジオ ン環 を有す る化合物 で ある。糖
尿病で は トロンボキサ ン産生 が元進 す ることは前述 の通 りで あるが,α 一トコ フェ ロール を投与 する こと
によ り,ト ロ ンボキサ ン産生元進 が制御 され る。 これ は,α 一トコフェロール の持つ抗酸化作用 による も
ので ある と考 え られ る。 したがって,ク ロマ ン骨格 を有す る トログ リタゾ ンに も α一トコフェロール と同
様な抗酸化作用 あるいは トロンボキサ ン産生 に対す る効果が期待 できる。
そ こで,糖 尿病治療薬で あるトログリタゾンの トロンボキサ ン産生 に対す る効果 を,HEL細 胞のTXA,
産生能の変動 を指標 と して解析 した。そ の結果,ト ログ リタゾ ンはHEL細 胞のTXA。 産 生を抑 制す る こ
とを明 らか にした。そ の効果は濃度依存的で ある と同時 に速や かに現れ た。次 に,外 因的にAA添 加 した
場合のTXA,産 生増加 に対す る トログ リタゾ ン,α 一トコ フェ ロール及びBRL49653の 添加効果を比較検
討 した。その結果,ト ログ リタゾ ン及びBRL49653はHEL細 胞 のTXA2産 生 を抑制す る ことを明 らか に
した。 また,α 一トコフ ェロールは単独ではTXA2産 生 を抑制 しない ことが示 された。更 に トログ リタゾ
ンは トロンビン刺激 した血小板のTXA,産 生も制御 した。 以上の ことか ら,ト ログ リタゾ ンは トロンボキ
サ ン産 生 を抑制す る作用 を有す ることが示 された・
3、TXA2及 びPGE2産 生 に対するPPARγ の効果
これまで,PPARγ は主に脂肪緬胞で発現 し,脂 肪細胞の分化や脂質代謝に関与するζ考えられている。
最近,PPARγ は脂肪組織だ けではな くマ クロファー ジで も発現 して いる ことが報 告された。マク ロファー
ジは,サ イ トカイ ンや プ ロスタ ノイ ドを産生 し免疫 系にお いて重要 な役割 を担 って いる。 したが って,
PPARγ 脂質代謝以外 にも生理活性物質 の産 生調 節に関与 して いると考 え られ る。 生体 内では,不 飽和 脂
肪酸や プ ロスタ ノイ ド及びその代謝体がPPARγ の リガ ン ドである と考 え られ ているが,PPARγ の活性
化 がプロスタ ノイ ド産生 に及ぼす影響 につ いて検討 した例はな い。
そ こで,単 核球/マ ク ロフ ァージ系細 胞(ヒ ト末梢 血単核 球,THP-1,RAW264.7)を 用 いてPPARγ
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の活性化 によるマクロフ ァー ジのTXA2及 びPGE2の 産生変化 を検討 した。PPARγ の発現 が知 られ る ヒ
ト末梢血単核球(peripheralbloodmonocyte,PBMC)及 びTHP-1対 す る トログ リタゾ ン及びBRL4953
の効果 を検 討す ると,ト ログ リタゾ ンまたはBRL49653添 加によ りTXA2産 生は減 少 し,PGE2産 生 は増
加 した。
次 にPPARγ を発現 して いな いRAW264.7を 用 いてPPARγ 発現 の有 無 によるTXA,及 びPGE2産 生
の変化 を検 討 した。 トログ リタゾ ン添加 によるwild-typeのRAW264.7のTXA2及 びPGE2産 生量 の変化
を検討 した ところ,コ ン トロー ル群 に比べて差は認め られ なかった。 また,フ ォルボー ルエステル(PMA)
の存在 下では,ト ログ リタゾ ンによ りTXA2産 生が増加 し,'PGE2産 生は減少 した。一方PPARγ 発現ベ
クター を構築 してRAW264.7に 導入 した場合には,ト ログリタゾン添加 によ りTXA,産 生は減 少 し,PGE,
産 生は増加 した。この とき,ル シフ ェラーゼ を レポーター とする レポーターア ッセイでは,導 入 したPPAR
γは トログ リタゾ ンによ り,濃 度 依存 的 に活 性化 された。PMAの 存 在下 では,ト ログ リタゾ ンによ る
PPARγ 活性化作用 が増強 される とともに,TXA2産 生は減少 した。 これ に対 して,PMAに よ りPGE2産
生は増加 したが,高 濃度 の トログ リタゾ ンを添加 した ときのみ減少 した。 これ らの結果 か ら,PPARγ は
TXA,産 生の減 少に関与す ることを明 らかに した。 トログ リタゾ ンによ る トロンボキサ ン産生抑制の一因
はPPARγ を介 した もの と考え られ た。 また,PPARγ は,PGE2産 生に対 して トロンボキサ ン産 生 とは
異なる作用 を及ぼ して いることが示 され た。
以上,本 研究 にお いては,ト ロンボキサ ン産生量 の定量的解析 を可能 と し,培 養細胞 を用いた検 討か ら,
EPA及 びDHAの 添加時 に トロンボキサ ンの産生能が減弱す ること,糖 尿病治療 薬の トログ リタゾ ンは ト
ロンボキサ ン産生抑制作用 を有す る こと,ま た トログ リタゾンの標的 と考 え られ るPPAkγ の活性化 によ
り,ト ロンボキサ ン産生が抑制 され る こと,更 にPGE2産 生 に対 しては異な る作用 を有す る こと等 を新規
に明 らかに した。 これ らの結果は,糖 尿病の治療 に有用な知見で あると考 え られ る。
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審 査 結 果 の 要 旨
ア ラキ ドン酸カスケー ドによ り産生 され るプ ロスタ ノイ ドは多様 な生理活性 を示す ため,疾 患の発 症や
進行 と密接 に関与す るもの と考え られ るが,不 安定で あ り,産 生量 は微量 でかつ構造類似体 が多 く存在す
るため,そ の定量的解析は困難で ある。本研 究では強 力な血小板凝集や血管収縮 な どの作用 を有す る トロ
ンボキサ ン(TX)と そ の基質で あ り,抗 動脈硬化作用な どが報告 され ているエイコサペ ンタエ ン酸(EPA)
や ドコサヘキサエ ン酸(DHA)な どのn-3系 脂肪酸 と動脈硬化症や網膜症 などの血栓性 の合併症 を併 発す
る ことが多い糖 尿病 との関連性 について 勿 σ伽oの 系 を用 いて検討 し,以 下 の成果 を得 た。
TXA2及 びTXA3の 安定 代謝体 で あるTXB2及 びTXB3の ガ ス クロマ トグ ラフ ィー/選 択イ オ ン検 出
(GC/SIM)法 による微量定量法 を確立 し,TX産 生量の定期的解析 を可能 とした。 また,EPAやDHA
を添 加 した培地で長期継代培養 したHEL細 胞 の細胞 中の脂肪酸組成及びTX産 生量 の検討 か ら,EPAや
DHAの 抗血栓作用 はTXA2産 生の減少及びTXA3産 生の増加を介する ことを明 らか にした。
次 に,peroxisomeproliferator-activatedreceptor(PPAR)γ の選択 的 リガ ン ドで,糖 尿 病治療薬 とし
て用 い られ る トログ リタゾ ンはHE:L細 胞 及び トロンビン刺激 した血 小板 のTX産 生 を抑制す る ことを明
らか に し,こ の作用 はチアゾ リジ ンジオ ン構 造 に由来す ることを示 した。
更 に,PPARγ が発現 しているhumanperipheralbloodmonocyte(PBMC)及 びTB:P-1並 び に,PPARγ
を発現 して いな いRAW264.7とPPARγ 発現 ベ クタ ー を導入 したRAW264.7細 胞 を用 い た検 討 か ら,
PPARγ の活性化 によ り,ト ロンボキサ ン産 生が抑制 され る こと,更 にPGE2産 生 に対 しては異 なる作用
を有す る こと等 を新規 に明 らかに した。トログ リタゾ ンによるTX産 生抑制の一因はPPARγ を介 した も
ので あ り,ま た,PPARγ はPGE2産 生 に対 してTX産 生 とは異 なる作 用 を及ぼ してい ることを示 した。
以上,本 研究 にお いては,TX産 生量 の定 量的解析 を可能 と し,培 養細胞 を用 いた定量的解析 によって,
EPA及 びDHAの 添加 時にTXの 産 生能 が減 弱す る こと,糖 尿病治療薬の トログ リタゾ ンは トロ ンボキサ
ン産 生抑制作用 を有す る こと,ト ログ リタゾ ンによるTX産 生抑 制 の一 因はPPARγ を介 した ものであ
り,ま た,PPARγ はPGE2産 生 に対 してTX産 生 とは異なる作 用 を及ぼ して いる ことを示 した。 これ ら
の結果 は,糖 尿病 の治療 に有用 な結果 である と判断す る。
よって,本 論文 は博士(薬 学)の 学位論文 として合格 と認め る。
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